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Verfahren zur Bestimmung des hormonellen Effekts von Substanzen 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung des hormonellen Effektes von Sub- 
20 stanzen sowie ein Verfahren zur Bestimmung von Storungen im Co- 

Modulationsmechanismus nuklearer Rezeptoren (NR). Daruberhinaus bezieht sich die 
Erfindung auf die Verwendung von Ewing Sarcoma Protein (EWS) oder von EWS Deri- 
vaten sowie von Nukleinsauren, welche dafur kodieren. 

25 Bei der Beurteilung von Substanzen fur eine mogliche pharmazeutische Anwendung ist 

es allgemein ublich, diese Substanzen auf eine eventuelle hormonelle Wirkung^ insbe- 
sondere auf eine mdglicherweise vorhandene androgene oder antiandrogene Aktivitat, 
5 " ^ zu prufen. Bei der Verabreichung pharmakologisch wirksamer Substanzen sind Kennt- 



nisse uber deren hormonelle Effekte, insbesondere androgene oder antiandrogene Ef- 
30 fekte, zur Beurteilung etwaiger Nebenwirkungen, wichtig. Zur PrQfung der hormonellen 

Wirkung von Substanzen kommen beispielsweise Verfahren zum Einsatz, bei denen die 
Fahigkeit der Substanzen gemessen wird, an die Hormonrezeptoren zu binden und de- 
ren Transkriptionsaktivitat zu aktivieren. 

35 Kenntnisse uber hormonelle Effekte von Substanzen sind aber nicht nur bei potehtielien 

Pharmaka von Interesse, sondern auch bei nicht-pharmazeutischen Substanzen, da von 
vielen, in der Umwelt vorhandenen Substanzen angenommen wird, dass sie bei Teilen 
der Bevolkerung eine androgene oder antiandrogene bzw. estrogene oder antiestrogene 
Aktivitat aufweisen konnen. Mdglicherweise wird dadurch eine unerwunschte, schadliche 

40 Wirkung hervorgerufen. 



Eine besondere Schwierigkeit liegt in der Identifizierung und Charakterisienjng von Ef- 
fekten auf die von Steroidhormonen vermittelten Wirkungen, da die Signalkaskaden und 
-Netzwerke, die letztlich die hormonvermittelte Transkriptionsreguiation steuern, hier be- 
sonders komplex ausgestaltet sind. Der Grund dafur liegt in der sehr ahnlichen Ausge- 
staltung der DNA-Zielsequenzen, an welche die verschiedenen Steroidhormonrezepto- 
ren nach Ligandenaktivierung binden. Diese bedingt, dass die nuklearen Rezeptoren zur 
Auslosung einer gezielten Antwort auf die Interaktion mit speziellen Co-Faktoren ange- 
wiesen sind, die unter anderem die Spezifitat der rezeptorvermittelten Transkriptionsakti- 
vierung verstarken. 

Zur Identifizierung von Substanzen, welche auf bestimmte hormoninduzierte Signalwege 
einwirken, sind daher Testsysteme und -Verfahren notwendig, die gezielt die Funktion 
einzelner Komponenten des zellularen Signalnetzwerkes zur Vermittlung steroidaler Ef- 
fekte erfassen konnen. 

Es besteht somit ein Bedarf an einem Verfahren, mit dem in zuverlassiger, empfindlicher, 
einfacher, kostengunstiger und schneller Weise eine Aussage uber den hormonellen Ef- 
fekt von Substanzen getroffen werden kann. Die bisher bekannten Verfahren genugen 
dem nicht. 

Der vorliegenden Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zu Grunde, ein Verfahren bereit- 
zustellen, mit dem in zuverlassiger, empfindlicher, einfacher, kostengunstiger und 
schneller Weise eine Aussage uber den hormonellen Effekt der zu testenden Substan- 
zen getroffen werden kann. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafc gelost durch ein Verfahren zur Bestimmung des 
hormonellen Effektes von Substanzen mit den Schritten Kontaktieren von Ewing Sarco- 
ma Protein (EWS) Oder einem Derivat davon mit einem NR (nuklearen Rezeptor) Oder 
einem Derivat davon und einer Testsubstanz, und 

a. Bestimmung des Einflusses der Testsubstanz auf die Bindung von EWS 
Oder dessen Derivat und NR Oder dessen Derivat, oder 

b. Bestimmung des Einflusses der Testsubstanz auf die Liganden-induzierte 
Aktivitat von NR. 

Als Derivat eines Proteins bzw. Polypeptids wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
jede, z.B. durch Am inosau re-Deletion, Substitution, Insertion, Inversion, Addition oder 
Austausch erhaltene Variante des Proteins bzw. Polypeptids verstanden. Hierbei sind 
solche Derivate bevorzugt, die die Fahigkeit des unveranderten Proteins/Polypeptides, 



z.B. die Aktivitat anderer Proteine zu beeiflussen oder diese zumindest zu binden, behal- 
ten haben (funktionelle Derivate). 

Die Erfindung bemht auf der uberraschenden Erkenntnis, dass das Ewing Sarkom Prote- 
in sowie davon abgeleitete Derivate (im folgenden als EWS bezeichnet) die Fahigkeit 
haben, mit nuklearen Rezeptoren (bzw. Derivaten derselben) zu interagieren und deren 
Aktivitat zu modulieren. 

Die Superfamilie der nuklearen Rezeptoren (NRs), zu der mehr als 50 verschiedene Pro- 
teine gehoren, ist eine Gruppe verwandter Transkriptionsfaktoren, die die Transkription 
des jeweiligen Zielgens als Reaktion auf spezifische Liganden, z. B. Hormone, steuern. 
Die Familie kann nach bestimmten Charakteristika, wie z.B. Dimerisationsstatus, Art des 
Liganden oder Struktur des DNA-Reaktionselements, in mehrere Subfamilien unterteilt 
werden (Beato et al., 2000, Human Reproduct. Update, 6, 225-236). Charakteristisches 
Merkmal der NRs ist die ubereinstimmende Struktur der funktionellen Domane (mit den 
Bezeichnungen A bis F) mit einer stark variablen, nur schwach konservierten N- 
terminalen Region mit autonomer konstitutiver Aktivierungsfunktion (AF-1), einer stark 
konservierten DNA-Bindungsdomane (DBD), die fur die Erkennung von speziellen DNA- 
Reaktionselementen verantwortlich ist und aus zwei Zinkfinger-Motiven besteht, einer 
variablen Scharnierdomane und einer konservierten multifunktionalen C-terminalen Li- 
gandenbindungsdomane (LBD) mit Dimerisations- und Liganden-abhangiger Transakti- 
vierungsfunktion (AF-2). Im Anschluss daran folgt die am weitesten C-terminal gelegene 
Region, deren Funktion nicht bekannt ist und die bei Rezeptoren wie z.B. PR (Progeste- 
ron-Rezeptor), PPAR (Peroxisomproliferator-aktivierter Rezeptor) und RXR (Retinoid-X- 
Rezeptor) fehlt (Mangelsdorf & Evans, 1995; Cell, 83, 841-850; Robyr et aL, 2000, Mol. 
Endocrinol., 14, 329-347). Fur einige NRs (z.B. den Androgen-Rezeptor (AR)) wurde 
nachgewiesen, dass die N-terminale Region in der Lage ist, mit der C-terminalen Region 
zu interagieren (Brinkmann et al., 1999, J. Steroid Biochem. and Mol. Biol., 69, 307-313). 
Steroidhormonrezeptoren wie z.B. Estrogen- (ER), Progesteron- (PR), Glukokortikoid- 
(GR), Mineralokortikoid- (MR) und Androgenrezeptoren (AR) binden steroidale Liganden, 
die sich von Pregnenolon ableiten, wie die Progestine, die Estrogene, die Glukokortikoi- 
de und die Mineralokortikoide, sowie Androgene. Die Ligandenbindung aktiviert den Re- 
zeptor und steuert die Expression entsprechender Zielgene. 

EWS ist bekannt als Proto-Onkogen des Ewing-Sarkoms und anderer Neoplasien wie 
z.B. der Klarzellsarkome von Sehnen und Aponeuroses der klein- und rundzelligen 
desmoplastischen Intraabdominaltumoren sowie der extraskeletaien Chondrosarkome 
(Delattre, O., Zucman, J., Plougastel, B. f Desmaze, C, Melot, T., Peter, M. f Kovar, H., 
Joubert, I., de Jong, P., Rouleau, G., Aurias, A., and Thomas, G. f 1992, Nature 359: 162- 
165, Zucman, J., Delattre, O., Desmaze, C, Epstein, A. L., Stenman, G., Speleman, F. f 



Fletchers, CD., Aurias, A., and Thomas, G; 1993, Nature Genet 4: 341-345, Gerald, W. 
L, Rosai, J. and Ladanyi, M., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 1028-1032, Laballe, 
Y., Zucman, J., Stenman, G., Kindblom, L.G., Knight, J., Turc-Carel, C, Dockhorn- 
Dworniszak, B., Mandahl, N., Desmaze, C, Peter, M., Aurias, A., Deiattre, O., and Tho- 
mas, G., 1995, Hum. Mol. Genet. 4: 2219-2226). Bei all diesen Tumoren wird der EWS- 
Genlocus umarrangiert, so dass das Aminosauren-Ende (N-Terminus) des Proteins mit 
einer DNA-Bindungsdomane von FLU, ERG1, ATF1 oder WT1 verschmilzt. Dieses N- 
terminale Ende des fusionierenden Proteins enthalt die EWS-Exone 1-7 Oder 1-8 oder 
1-9. Liegt die Bruchstelle zwischen Exon 7 und Exon 8, weist der EWS-Anteil des durch 
die Fusion entstandenen Proteins keine Obereinstimmungen mit der hier definierten An- 
drogenrezeptorbindungsdomane auf. Liegt dagegen die Bruchstelle zwischen den Ex- 
onen 8 und 9 oder 9 und 10, stimmen nur 5 bzw. 20 Aminosauren der beiden onkogenen 
EWS-Fusionsproteine mit dem EWS-Anteil uberein, der die Androgenrezeptorbindungs- 
domane enthalt. Daraus ist zu schliefien, dass die umarrangierten EWS-Fusionsproteine 
die Fahigkeit zur Bindung an Androgenrezeptoren verloren haben. 

Bei der Analyse von Thymus-RNA mittels RT-PCR wurde eine EWS-Variante (EWS1-c), 
bei der 17 Aminosauren fehlten (Abbildung 3), gefunden. Offensichtlich handelt es sich 
hierbei um eine Splice-Variante, da alle notwendigen Konsensus-Sequenzen an den 
Nahtstellen zwischen Intronen und Exonen vorhanden waren. Das Ergebnis war eine 
Verkurzung von Exon 15 (Exon 15b). Im Stand der Technik sind dariiber hinaus weitere 
Splice-Varianten bekannt. Eine (Ohno, T., Ouchida, M., Lee, L., Gatalica, Z., Rao, V.N., 
and Reddy, E.S., 1994, Oncogene 9: 3087-3097) stellt ein um 200 bp verkurztes EWS- 
Transkript (EWS1-b) dar und wurde in ruheriden oder durch Phytohamagglutinin (PHA) 
stimulierten Lymphozyten gefunden. Dem EWS1-b fehlen die Exone 8 und 9. Eine an- 
dere Variante (Melot, T., Dauphinot, L., Sevenet, N., Radvanyi, F., Deiattre, O. (2001), 
Eur. J. Biochem. 268, 3483-3489) enthalt ein zusatzliches Exon 4' zwsischen den Ex- 
onen 4 und 5 und ist als gehirnspezifische Isoform bezeichnet. 

EWS gehort zu einer Gruppe RNA-bindender Proteine, denen im Stand der Technik eine 
Implikation in Prozesse der RNA-Synthese bzw. -Prozessierung zugeschrieben wird, 
daneben war uber die physiologische Funktion von somatischem wildtyp EWS bislang 
jedoch nur wenig bekannt. Insbesondere war im Stand der Technik nicht bekannt, dass 
EWS die Fahigkeit besitzt, nukleare Rezeptoren zu binden und deren Aktivitat zu modu- 
lieren, wodurch es der Klasse der NR-Co-Modulatoren zuzuordnen ist. 

Ein E.coli Stamm mit der Beezichnung Escherichia Colt EWS-10 CMX wurde unter der 
Nr. DSM 15417 am 24. Janaruar 2003 bei der Deutschen Sammlung von Mirkoorganis- 
men und Zellkulturen GmbH (DSMZ) hinterlegt. Escherichia Coli EWS-10 CMX enthalt 



die full length-EWS-cDNA, die im erfindungsgemafcen Verfahren eingesetzt werden 
kann. 

Die sog. Co-Modulatoren sind eine Klasse von Proteinen, die bei der Aktivierung (Co- 
Aktivatoren) bzw. Repression (Co-Repressoren) der Gentranskription als Bruckenmole- 
kule zwischen dem Transkriptionsinitiationskomplex und den NRs dienen (McKenna et 
al„ 1999, Endocr. Rev., 20, 321-347). Ein Co-Aktivator muss fahig sein, die Rezeptor- 
funktion zu verstarken und in Anwesenheit eines Agonisten mit der Aktivierungsdomane 
von NRs direkt zu interagieren. Er muss auch mit dem basalen Transkriptionsapparat in- 
teragieren, und schlielilich darf er nicht selbst die basale Transkriptionsaktivitat verstar- 
ken. Die meisten Co-Modulatoren interagieren mit Hilfe eines oder mehrerer LXXLL- 
Motiv(en) (NR-Boxes) mit der AF-2-Domane von NRs, jedoch wurden auch einige Co- 
Modulatoren beschrieben, die mit anderen NR-Regionen interagieren (Ding et al., 1998, 
Mol. Endocrinol., 12, 302-313). Ferner wurden viele Co-Modulatoren identifiziert, die in 
ahnlicher Weise mit mehreren verschiedenen NRs interagieren. 

Das erfindungsgema&e Verfahren kann sowohl in vitro (also z.B. als rein biochemischer 
Oder biophysikalischer Assay, in Losung oder in geeigneten soliden Matrizes, etc.) als 
auch teilweise oder ganzlich im zellularen System ablaufen. Dem Fachmann sind solche 
unterschiedlichen Testsysteme hinlanglich bekannt. 

Vorzugsweise lauft mindestens einer der Verfahrensschritte im zellularen System ab, da 
die Effekte der steroidvermittelten Transkriptionsaktivierung im physiologischen Kontext 
der Zelle besonders gut darstellbar sind. Demzufolge eignen sich fur die Erfindung ins- 
besondere eukaryontische Zellen, wobei sowohl primare Zellen als auch etablierte Zelli- 
nien zum Einsatz kommen konnen. Die Verwendung etablierter Zelllinien erlaubt eine 
besonders gute Reproduzierbarkeit und Kostengunstigkeit, die Verwendung primarer 
Zellen vermeidet dagegen weitgehend durch Mutation und klonale Selektion bedingte 
Zellkultur-Artefakte. Besonders geeignet sind Prostatazellen, Nervenzellen, Gliazellen, 
Fibroblasten, Blutzellen, Osteoblasten, Osteoklasten, Hepatozyten, Epithelzellen oder 
Muskelzellen. 

Der hier bestimmte (d.h. identifizierte, quantifizierte oder charakterisierte) hormonelle Ef- 
fekt kann sowohl aktivatorischer als auch inhibitorischer Natur sein und neben der Ein- 
wirkung auf die Rezeptor-Co-Modulator-Bindung auch jeden anderen Schritt der NR- 
Aktion beziehen, z.B. die Liganden-induzierte Transaktivierung aber auch Kernlokalisie- 
rung des NR. 

GemaR einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst das erfindungsgemafle Verfahren 
die folgenden Schritte: 



a. Zunachst werden Zellen, die EWS Oder ein Derivat davon und NR oder ein 
Derivat davon exprimieren, der zu testenden Substanz ausgesetzt. 

b. Es folgt dann die Bestimmung des Einflusses der Substanz auf die Interakti- 
on zwischen dem Rezeptor oder dessen Derivat und EWS oder dessen De- 
rivats durch Messung der Protein-Protein-lnteraktion oder der Protein- 
Protein-DNA-lnteraktion. 

Die Expression einer oder beider der miteinander interagierenden Komponenten 
(EWS/Derivat einerseits und NR/Derivat andererseits) kann in der Zelle von Natur aus 
oder infolge transienter oder stabiler Transfektion mit geeigneten Expressionsvektoren 
erfolgen. Die Auswahl geeigneter Zelltypen und ggf. Vektorsysteme stelit eine dem zu- 
standigen Fachmann gelaufige Massnahme dar. Zur Expression im eukaryontischen Sy- 
stem eignen sich beispielsweise pCMX oder pSG5 als Vektoren. 

Die Messung der Protein-Protein-lnteraktion zwischen Rezeptor bzw. Derivat und EWS 
bzw. Derivat oder der Protein-Protein-DNA-lnteraktion der vorgenannten Komponenten 
mit der DNA-Zielsequenz erfolgt durch dem Fachmann bekannte Massnahmen. Hierzu 
eignen sich beispielsweise Techniken wie das Two-Hybrid-System, Co- 
Immunprazipitation, GST-Pull-down-Assays, FRET-Analaysen und ABCD-Assays bzw. 
Gelretardationsassays zur Analyse von Protein-Protein-DNA Interaktionen. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemafcen Verfahrens umfasst die 
Schritte: 

a. Zellen, die EWS oder Derivat davon und NR oder ein Derivat davon expri- 
mieren und mit einem Reportergenkonstrukt transfiziert sind, werden dem 
Liganden des nuklearen Rezeptors und der zu testenden Substanz ausge- 
setzt, 

b. Bestimmung der Transkriptionsaktivitat von NR durch Messung der Repor- 
tergenaktivitat und 

c. Vergleich mit der Transkriptionsaktivitat bei Durchfuhrung der Schritte a und 
b in Abwesenheit der zu testenden Substanz. 

Reportergene sind Gene oder Genfragmente, die fur mogltchst einfach nachweisbare 
Genprodukte kodieren, z. B. photometrisch durch Farbreaktionen. Haufig verwendete 
Reportergene sind das Gen fur p-Galactosidase, das Gen fur die alkalische Phosphata- 
se, das Gen fur Chloramphenicol-Acetyltransferase, das Gen fur die Catechol- 
Dioxygenase, das Gen fur das „green" oder „blue fluorescent protein" sowie verschiede- 



ne Luciferase-Gene, die die Zeilen zum Leuchten bringen konnen. Durch Vorschaltung 
eines geeigneten Kontrollelementes, z.B. einer Promotor-Enhancer Sequenz, die unter 
der Kontroile eines bestimmten Transkriptionsfaktors Oder einer bestimmten Signaltrans- 
duktionskaskade steht, kann beispielsweise die Aktivitat des Transkriptionsfaktors bzw. 
der Kaskade anhand der Menge des exprimierten Genproduktes bestimmt werden. 

Herkommlicherweise werden derartige Reportergene in geeigneten Vektoren unter Vor- 
schaltung der interessierenden Promotor-Enhancer Sequenz in die Zeilen eingebracht. 
Zur Analyse der steroidalen Aktivitat von Substanzen eignen sich - abhangig vom zu 
analysierenden NR - alle bekannten NR-Zielsequenzen. Beispiel einer solchen Vektors, 
ist der Vektor MMTV-Luciferase, der zur Messung der androgenen Wirkung von Sub- 
stanzen eingesetzt wird. 

Substanzen mit einem hormonellen Effekt, vorzugsweise einem androge- 
nen/antiandrogenen Effekt, sind dann an der im Vergleich zu Versuchsansatzen ohne 
Beigabe der zu testenden Substanz erhohten bzw. verminderten Expression des Repor- 
tergens erkennbar. 

Zur Verwendung im Rahmen der vorliegenden Erfindung eignen sich, neben wildtyp 
EWS, EWS Derivate, und hier besonders funktionelie EWS-Derivate, die die Fahig- 
keit behalten haben, die Aktivitat mindestens eines nuklearen Rezeptors, insbeson- 
dere die von Androgenrezeptoren, zu modulieren oder diesen zumindest zu binden 
(in durch geeignete Methoden nachweisbarer und nicht zu vernachlassigender Weise 
— z.B. in Protein-Protein Interaktionsassays wie EMSA; der zustandige Fachmann 
kann hier differenzieren). Analoges gilt fur die NR-Derivate: Auch hier sind solche 
Derivate bevorzugt, die die Fahigkeit behalten haben, durch EWS Oder seine funktio- 
nellen Derivate moduliert oder zumindest gebunden zu werden. 

EWS und EWS kodierende Nukleinsauren sind im Stand der Technik bereits bekannt 
(s.o.). Zur Verwendung im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist vorzugsweise ein 
durch die Nukleinsaure gemaR Seq. ID No.1 kodiertes EWS, bzw. ein abgeleitetes 
Derivat geeignet (insbesondere ein funktionelles Derivat). Besonders bevorzugt ist 
ein EWS Derivat, welches die Aminosauren 319 bis 656 der in Seq. ID No. 1 be- 
schriebene Sequenz aufweist, insbesondere ein Fragment, welches aus diesen Ami- 
nosauren besteht. 

Die Erfindung bezieht sich demgemaB auch auf die Verwendung von EWS bzw. des- 
sen Derivaten zur Identifizierung und Charakterisierung von Substanzen, die die Ak- 
tivitat von NR beeinflussen. 
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Die Erfindung betrifft uberdies die Verwendung von Nukleinsauren mit mindestens 70 % 
Homologie zu Seq. ID. No. 1 Oder zum Sequenzbereich 8 bis 2032 oder dem Sequenz- 
bereich 1000 bis 2011 der Seq. ID. No. 1 zur Identifizierung und Charakterisierung von 
Substanzen, die die Aktivitat von Nukleare Rezeptoren beeinflussen. Bevorzugterweise 
sind derartige. Nukleinsauren in Expressionskassetten geeigneter Expressionsvektoren, 
insbesondere eukaryontischer Expressionsvektoren, kloniert. 

Der Begriff ^Nukleinsauren mit mindestens 70 % Homologie zu Seq. ID No.1 M wird im 
Rahmen der voiiiegenden Erfindung als den gesamten Bereich zwischen 70 % bis 100 
% Homologie (also vollige Ubereinstimmung mit Seq. ID No.1) betreffend verstanden. 
Die Auswahl von fur den jeweiligen Zweck geeigneten Nukleinsaure im genannten Ho- 
mologiebereich liegt im Bereich der herkommlichen fachmannischen Fahigkeiten. Die 
Bestimmung der Nukleinsaurehomologie erfolgt in dem zustandigen Fachmann gelaufi- 
ger Weise. Hierzu konnen verschiedene, dem Fachmann bekannte Computer Program- 
me verwendet werden (z.B BLAST; BLAST-2, ALIGN oder Megalign (DNASTAR). 

Das erfindungsgemalie Verfahren bzw. die erfindungsgemafie Verwendung der genann- 
ten Proteine bzw. Nukleinsauren eignet sich insbesondere zur Analyse des hormonellen 
Effektes von Substanzen auf Androgenrezeptoren, Estrogenrezeptoren (a und P), Pro- 
gesteronrezeptoren (A und B), Glukokortikoidrezeptoren, Mineralokortikoidrezeptoren, 
Schilddrusenhormonrezeptoren, Vitamin-D-Rezeptoren, Peroxisomproliferator-aktivierter 
Rezeptoren, Retinsaurerezeptoren, Retinoid-X-Rezeptoren oder Orphan-Rezeptoren. 
Aufgrund der besonders gut charakterisierten Wirkung von EWS bzw. EWS-Derivaten 
auf den Androgenrezeptor, kommt dieser in besonders bevorzugten Ausfuhrungsformen 
der Erfindung zum Einsatz. 

Oberdies findet EWS Verwendung als klinischer Indikator androgenbedingter Erkrankun- 
gen. Relevante androgenbedingte Erkrankungen sind z.B. Prostatakrebs, Glatzenbil- 
dung, Akne oder Hypogonadismus, sowie Androgenresistenzsyndrome, wie z.B. die te- 
stikulare Feminisierung. Diese beruhen vermutlich auf Defekten im Co- 
Modulationsmechanismus zwischen Androgenrezeptor (AR) und EWS. Eine plausible 
diagnostische Moglichkeit bei Patienten mit derartigen Storungen bestunde somit in der 
Messung der relativen Raten von AR und EWS. Dies ist moglich durch Anwendung 
quantitativer Verfahren zur Messung der relativen Menge beider Molekule in dem Ziel- 
gewebe bei dem jeweiligen Patienten. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung bezieht sich demgemaB auf die Verwendung einer 
Nukleinsaure mit mindestens 70% Homologie zu Seq. ID No.1 f zum Sequenzbereich 8 
bis 2032 oder 1000 bis 201 1 der Seq. ID No.1 oder eines Antikorpers, welcher gegen ein 
durch eine dieser Nukleinsauren kodiertes Protein gerichtet ist, zur Diagnose von Er- 



krankungen, welche mit einer Dysfunktion einer NR-Aktivitat, vorzugsweise der Andro- 
genrezeptor Aktivitat einhergehen. 

Eine solche Verwendung kommt vorzugsweise im Rahmen eines Verfahrens zur Be- 
stimmung von Storungen im Co-Modulationsmechanismus zwischen einem Androgenre- 
zeptor und EWS zur Anwendung, bei dem die zellularen Konzentrationen oder Gewebs- 
konzentrationen von Androgenrezeptor und EWS gemessen werden. Unter den ver- 
schiedenen, dem Fachmann hierzu geeigneten Techniken eignen sich insbesondere 
Radioimmunoassays, ELISAs, Immunfarbungen, quantitative RT-PCRs oder Western 
Blots. 

Derartigen Messungen der relativen Raten von AR versus EWS liegt die Theorie 
zugrunde, dass ein Androgenresistenzsyndrom auf einer Storung des Gleichgewichts 
zwischen AR- und EWS-Pravalenz in den Zielzellen beruht. Zuviel EWS konnte zu einer 
Uberempfindlichkeit des AR-Systems fuhren, so dass es auf Molekule reagiert, die nor- 
malerweise keinen androgenen Effekt haben. Unterempfindlichkeit durch Fehlen oder 
Fehlfunktion von EWS kann auf alien Ebenen zur Androgenresistenz fuhren. 

Daruber hinaus ist es mdglich, mit Hilfe geeigneter EWS-cDNA Primer, einen PCR- 
Assay zu konstruieren, mit dem sich bei bestimmten Patienten Mutationen der normalen 
DNA-Sequenz nachweisen oder Transkripte fur den Northern Blot Assay bzw. eine DNA 
fur In-situ-Hybridisierungsassays generieren lassen. 

Der Nachweis von zu viel EWS bei einem Patienten sprache fur die Anwendung von Mit- 
teln oder Mafcnahmen zur Senkung des EWS Spiegels, beispielsweise mittels Antisense- 
Nukleinsauren gegen EWS oder EWS Derivate oder ahnlicher Techniken, um unter klini- 
schen Bedingungen den EWS-Titer bei dem jeweiligen Patienten zu reduzieren. Dassel- 
be konnte durch MolekOle erreicht werden, die in der Lage sind, die Interaktion zwischen 
AR und EWS zu hemmen. 

Hat ein Patient dagegen einen zu niedrigen EWS-Spiegel, konnte man ihm EWS-cDNA, 
-Protein oder -DNA uber verschiedene Mechanismen zufuhren, um auf diese Weise den 
Titer des aktiven EWS zu erhohen. Ein weiterer Aspekt der Erfindung bezieht sich dem- 
gemaft auf die Verwendung der vorgenannten EWS oder EWS-Derivate kodierenden 
Nukleinsauren bzw. EWS Proteine EWS-Derivate die durch eine solche Nukleinsaure 
kodiert werden, zur Therapie von durch die Dysfunktion der NR-Aktivitat bedingten Er- 
krankungen. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand eines Beispiels unter bezugnahme auf die 
Abbildungen naher erlautert. 
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Es stellen dar: Abbildung 1 eine schematische Darstellung des Gens fur den 

Androgenrezeptor (AR) und das AR2-Fragment, 
Abbildung 2 eine schematische Darstellung des Gens fur das 
Ewing-Sarkom-Protein (EWS), 

Abbildung 3 die Sequenzen von EWS-Exonen und -Proteinen 
Abbildung 4 die Co-Aktivierung des AR-Signals in SH-SY5Y- 
Zellen, 

Abbildung 5 zeigt die Gewebsverteilung des EWS-Transkripts 
(Abb. 5a) und des AR-Transkripts (Abb. 5b). 



Beispiel 1 : 

Verwendete Oliqonukleotide: 

Primer fur die PCR-Amplifikation der Bibliotheks-lnserts: 

Act2c5050Eco: gattacgctagcttgggtgg (SEQ ID Nr. 3) 
Act2-4939Xho: gttgaagtgaacttggcgggg (SEQ ID Nr. 4) 

Primer fur die Amplication von EWS-cDNA in voller Lange: 

EWS-8-Sal: gggtcgacggacgttgagagaacgagg (SEQ ID Nr. 5) 
cESW-c2032-Eco: gggaattctgcggggtctctgcatctagtaggg (SEQ ID Nr. 6) 

Sequenzierungs Primer: 

Xll-139a1: gcttgggtggtcatatgg (SEQ ID Nr. 7) 

Verwendete Vektoren: 

pACT2 (Genbank-Zugangsnummer U29899) fur die Bibliothek; 

pGBT9-Derivate fur die Sonden: pGBT9rev und pGBT(+1)rev (Roder, K. H.; Wolf, 
S.S.; Schweizer, M. f 1996, Analytical Biochemistry 241, 260-62); 
pCR2.1Topo-Vektor (Firma Invitrogen) fur die Klonierung von PCR-Fragmenten; 
CMX-Vektor fur die Expression in Saugetierzellen; 

pAHluc fur den Reportergen-Assay (enthalt den MMTV-Promoter und ein Luciferase- 
Reportergen; Firma A. Cato); 

pSG5AR (pSG5 mit dem humanen Gen fur den Androgenrezeptor; Genbank- 
Zugangsnummer AAA51775). 

Verwendete Orqanismen: 



Hefestamme: Y187 und PJ69-2A 
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E.-coIi-Stamm: DH5oc 

Saugetierzellen: SH-SY5Y (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH (DSMZ): DSM ACC209); 
PC3 (American type Culture Collection (ATCC): CRL-1435); 
PC3AR: mit pSG5AR stabil transfizierte PC3 (Firma A. Cato, 
Karlsruhe, Deutschland). 

Zur Identifizierung neuer Co-Modulatoren des Androgenrezeptors, wurde mit Hilfe 
des Hefe-Zweihybrid-Systems eine cDNA-Bibliothek Humane cDNA-Bibliothek 
^Matchmaker" der Firma Clontech; Nr. HY4028AH) aus fetalem Gehirn mit drei ver- 
schiedenen Fragmenten des Androgenrezeptors (AR) als Sonde gescreent. 

Hierzu wurde der Vektor pSGSAR, der die cDNA fur den humanen AR enthalt (Gen- 
bank AAA51775), mit Hilfe der. Endonuklease Pstl so aufgespalten, dass drei ver- 
schiedene AR-DNA-Fragmente entstanden. Das kurzeste dieser Fragmente (AR4) 
kodiert fur den N-Terminus des Rezeptors (AS 1-56), das mittlere (AR3) fur den Mit- 
telteil mit den Aktivierungsdomanen (AS 57-324) und das langste (AR2) fur den C- 
Terminus (AS 325-918) mit der DNA- und der Ligandenbindungsdomane (DBD und 
LBD; vergleiche Ubersicht in Abbildung 1). AR2 wurde in den pGBT9(+1)rev- Vektor 
kloniert, nachdem dieser vorher mit Hilfe von Pstl linearisiert worden war. 

Anschliessend erfolgte die Transformation des pGBT-Vektors, der das AR-Fragment 
enthielt, in den Hefestamm PJ69-2A. Die positiven Transformanten (Trp+) wurden 
nach den Anweisungen des Herstellers (Clontech) mit einer aus fetalem Gehirn ge- 
wonnenen cDNA-Bibliothek inkubiert (Humane Multiple-Tissue-cDNA (MTC), Panel II 
der Firma Clontech; Kat.: Nr. K1421-1). In Obereinstimmung mit den Anweisungen 
des Herstellers (Clontech) wurden 3x1 0 6 Klone gescreent. Die positiven Klone wur- 
den selektiert und nach den Anweisungen des Herstellers (Clontech) auf ihre p- 
Galaktosidase-Aktivitat getestet. Die der Bibliothek entstammenden Inserts blauer 
Kolonien wurden mittels PCR und unter Verwendung der Primer Act2c5050Eco und 
Act 2-4939Xho direkt aus den Hefezellen amplifiziert. 

Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch ihrer Lange nach aufgetrennt und 
mittels Spaltung durch Mspl weiter analysiert. Mindestens ein Exemplar jedes Re- 
striktionsfragmentmusters wurde unter Verwendung von Xll-139a1 als Sequenzpri- 
mer sequenziert. Die Sequenzen wurden mit der Genbak oder der Datenbank Incyte 
abgeglichen. 
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Eines der mehrfach identifizierten Inserts hatte eine Lange von 1500 bp und konnte 
durch Sequenzierung und Sequenzvergleich mit der Datenbank NCBJ als fur den C- 
terminalen Anteil des menschlichen EWS (AS 319-656) kodierend identifiziert wer- 
den (Obersicht in Abbildung 2; Aminosaurensequenz in Abbildung 3). 

Abbildung 3 zeigt cDNA Sequenz von humanem EWS mitsamt der abgeleiteten Ami- 
nosauresequenz. Dargestellt sind die Exone 1 bis 17. Die fettgedruckten Buchstaben 
bezeichnen das Fragment, das in Hefe-Zweihybrid-Systemen zu finden ist und an 
den AR-Abschnitt AS 325 bis AS 919 bindet. Unterstrichen sind die in den Splice- 
Variahten ESW1-b (durchgangig unterstrichen) bzw. EWS1-C (gepunktete Unterstrei- 
chung) fehlenden Sequenzbereiche. 

Mittels PCR und unter Verwendung der Primer EWS-8-Sal und cEWS-c2032-Eco 
sowie Thymus- oder Milz-cDNA der Firma Clontech wurde EWS in voller Lange am- 
plifiziert, wobei aus der Milz die vollstandige codierende Region des Transkriptes und 
aus dem Thymus die Variante mit Exon 15 B anstelie von Exon 15 isoliert wurde. Die 
amplifizierte cDNA wurde dann mit EcoRI und Sal I in die Expressionscassette des 
Saugetierexpressionsvektors CMX kloniert. 

Wie aus dem in Abbildung 4 dargestellten Saulendiagramm hervorgeht, ist EWS 
nach transienter Transfektion in SH-SY5Y-Zellen fahig, eine starke Co-Aktivierung 
der AR-Signaltatigkeit herbeizufuhren, insbesondere bei niedrigen Androgenkonzen- 
trationen von 10" 12 -10~ 10 mol. Hierzu wurden auf Reaktionsplatten mit jeweils sechs 
Reaktionsmulden SH-SY5Y-Zelien mit 0,75 jig eines Vektors, der die cDNA fur den 
humanen Androgenrezeptor enthielt (pSGSAR), 1,5 ng des Reportergenkonstrukts 
pAHluc, das vor dem Luciferase-Gen den MMTV-Promotor enthalt, und 1 jag des 
EWS-C MX- Vektors co-transfiziert. Die Transfektion erfolgte unter Verwendung von 
Lipofectin von der Firma Gibeo BRC nach Angaben des Herstellers. Vierundzwanzig 
Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen uber Nacht mit unterschiedlichen 
Androgenmengen inkubiert. Die Zellen wurden mit einem herkommlichen Lysispuffer 
lysiert, und die Luciferase-Aktivitat im Lumistar-Luminometer von BMG Lab Techno- 
logies gemessen. Die EWS-CMX-Luciferase-Aktivitaten wurden mit den Kontrollakti- 
vit^ten verglichen (leerer CMX-Vektor). Die Mischung in jeder Mulde wurde in vier 
Mulden einer Mikrotiterplatte gemessen. Die Kontrollwerte der Substanz ohne DHT 
wurden subtrahiert. Die Standardbweichung ist in der Abbildung 4 durch Balken ein- 
gezeichnet. 

Die Gewebeverteilung des humanen EWS in normalem humanen Gewebe ist in Ab- 
bildung 5a anhand der dargestellten Autoradiographien ersichtiich. Hierzu wurde ein 
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EWS-cDNA-Fragment, das fur die Aminosauren 244-656 von EWS kodiert, nach 
dem Megaprime™ DNA-Markierungssystem (Amersham Life Science) mit 32 P-a- 
dATP und dem Klenow-Fragment markiert. Das markierte Fragment wurde auf einer 
Nick-Saule (Pharmacia) nach Angaben des Herstelllers gereinigt und mit Human- 
Blots; Human Northern Blot (MTN) der Firma Clontech Nr. 7760-1 und 7759-1) der 
Firma Clontech hybridisiert. Wie aus der Abbildung 5a hervorgeht, wird EWS-RNA 
vorwiegend in den Hoden exprimiert. Daruber hinaus sind in den meisten untersuch- 
ten Organen unterschiedliche EWS-Mengen nachweisbar. 

Abb. 5b zeigt die Gewebeverteilung des humanen AR in normalem humanen Gewe- 
be. 

Aus den Abb. 5a und 5b lassen sich die Normexpressionen dieser beiden Proteine 
im Gewebe ermittlen. 

Abbildung 4 zeigt die Co-Aktivierung des AR-Signals in SH-SY5Y-Zellen. In eine Re- 
aktionsplatte mit sechs Reaktionsmulden wurden pro Mulde 1 ^g Co-Aktivator f 1 ,5 fig 
MMTV-Luciferase und 0,75 jig pSG5AR-Plasmid gegeben. Die sechs Mischungen 
wurden in jeweils vier Vertiefungen einer Mikrotiterplatte Gberfuhrt und dort gemes- 
sen. Die Fehlerabweichung ist als SD angegeben. Bei alien Signalen wurden die 
Werte der entsprechenden Kontrollen ohne DHT subtrahiert. 

Abbildung 5a zeigt die Gewebsverteilung des EWS-Transkripts (Northern Blot MTN 
der Firma Clontech). Nach den Anweisungen des Herstellers (Amersham) erfolgte 
ein Zufallspriming des EWS-cDNA-Fragments, das fur die Aminosauren 244 bis 656 
kodiert, und eine Markierung mit 32 P-adATP und dem Klenow-Fragment. Die Blots 
wurden mit der Sonde hybridisiert, gewaschen, auf einen Film ubertragen und ent- 
wickelt. 
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SEQUENZPROTOKOLL 
S EQUENZ PROTOKOLL 

5 <110> JENAPHARM GmbH & Co . KG 

<120> Verfahren zur Bestimmung des hormonellen Effekts von 
Substanzen 

10 <130> Pat 3684/11 

<140> 
<141> 

15 <160> 7 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
20 <211> 2390 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> EWS 
25 <221> CDS 

<222> (44) . . (2011) 

<400> 1 

agagggagac ggacgttgag agaacgagga ggaaggagag aaa atg gcg tec acg 55 
30 Met Ala Ser Thr 

1 

gat tac agt acc tat age caa get gca gcg cag cag ggc tac agt get 103 
Asp Tyr Ser Thr Tyr Ser Gin Ala Ala Ala Gin Gin Gly Tyr Ser Ala 
35 5 10 15 20 

tac acc gcc cag ccc act caa gga tat gca cag acc acc cag gca tat 151 

Tyr Thr Ala Gin Pro Thr Gin Gly Tyr Ala Gin Thr Thr Gin Ala Tyr 
25 30 35 

«° 

A ' 999 caa age tat gga acc tat gga cag ccc act gat gtc age tat 199 

Gly Gin Gin Ser Tyr Gly Thr Tyr Gly Gin Pro Thr Asp Val Ser Tyr 
40 45 50 

45 acc cag get cag acc act gca acc tat ggg cag acc gcc tat gca act 247 
Thr Gin Ala Gin Thr Thr Ala Thr Tyr Gly Gin Thr Ala Tyr Ala Thr 
55 60 65 

tct tat gga cag cct ccc act ggt tat act act cca act gcc ccc cag 295 
50 Ser Tyr Gly Gin Pro Pro Thr Gly Tyr Thr Thr Pro Thr Ala Pro Gin 
70 75 80 



L 



gca tac age cag cct gtc cag ggg tat ggc act ggt get tat gat acc 
Ala Tyr Ser Gin Pro Val Gin Gly Tyr Gly Thr Gly Ala Tyr Asp Thr 
55 85 90 95 100 



343 
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acc act get aca gtc acc acc acc cag gec tec tat gca get cag tct 391 

Thr Thr Ala Thr Val Thr Thr Thr Gin Ala Ser Tyr Ala Ala Gin Ser 
105 110 115 

5 

gca tat ggc act cag cct get tat cca gee tat ggg cag cag cca gca 439 

Ala Tyr Gly Thr Gin Pro Ala Tyr Pro Ala Tyr Gly Gin Gin Pro Ala 
120 125 130 

10 gec act gca cct aca aga ccg cag gat gga aac aag ccc act gag act 487 

Ala Thr Ala Pro Thr Arg Pro Gin Asp Gly Asn Lys Pro Thr Glu Thr 
135 140 145 

agt caa cct caa tct age aca ggg ggt tac aac cag ccc age eta gga 535 

15 Ser Gin Pro Gin Ser Ser Thr Gly Gly Tyr Asn Gin Pro Ser Leu Gly 
150 155 160 



tat gga cag agt aac tac agt tat ccc cag gta cct ggg age tac ccc 583 

^Tyr Gly Gin Ser Asn Tyr Ser Tyr Pro Gin Val Pro Gly Ser Tyr Pro 

MS 165 170 175 180 

atg cag cca gtc act gca cct cca tec tac cct cct acc age tat tec 631 

Met Gin Pro Val Thr Ala Pro Pro Ser Tyr Pro Pro Thr Ser Tyr Ser 
25 185 190 195 

tct aca cag ccg act agt tat gat cag age agt tac tct cag cag aac 679 

Ser Thr Gin Pro Thr Ser Tyr Asp Gin Ser Ser Tyr Ser Gin Gin Asn 

200 205 210 

30 

acc tat ggg caa ccg age age tat gga cag cag agt age tat ggt caa 72 7 

Thr Tyr Gly Gin Pro Ser Ser Tyr Gly Gin Gin Ser Ser Tyr Gly Gin 
215 220 225 

35 caa age age tat ggg cag cag cct ccc act agt tac cca ccc caa act 775 

Gin Ser Ser Tyr Gly Gin Gin Pro Pro Thr Ser Tyr Pro Pro Gin Thr 
230 235 240 

|^ gga tec tac age caa get cca agt caa tat age caa cag age age age 82 3 

'9 Gly Ser Tyr Ser Gin Ala Pro Ser Gin Tyr Ser Gin Gin Ser Ser Ser 

245 250 255 260 

tac ggg cag cag agt tea ttc cga cag gac cac ccc agt age atg ggt 871 

Tyr Gly Gin Gin Ser Ser Phe Arg Gin Asp His Pro Ser Ser Met Gly 
45 265 270 275 

gtt tat ggg cag gag tct gga gga ttt tec gga cca gga gag aac egg 919 

Val Tyr Gly Gin Glu Ser Gly Gly Phe Ser Gly Pro Gly Glu Asn Arg 

280 285 290 

50 

age atg agt ggc cct gat aac egg ggc agg gga aga ggg gga ttt gat 967 

Ser Met Ser Gly Pro Asp Asn Arg Gly Arg Gly Arg Gly Gly Phe Asp 
295 300 305 

55 cgt gga ggc atg age aga ggt ggg egg gga gga gga cgc ggt gga atg 1015 

Arg Gly Gly Met Ser Arg Gly Gly Arg Gly Gly Gly Arg Gly Gly Met 
310 315 320 
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ggc age get gga gag cga ggt ggc ttc aat aag cct ggt gga ccc atg 1063 

Gly Ser Ala Gly Glu Arg Gly Gly Phe Asn Lys Pro Gly Gly Pro Met 

325 330 335 340 

5 

gat gaa gga cca gat ctt gat eta ggc cca cct gta gat cca gat gaa 1111 

Asp Glu Gly Pro Asp Leu Asp Leu Gly Pro Pro Val Asp Pro Asp Glu 
345 350 355 

lOgac tct gac aac agt gca att tat gta caa gga tta aat gac agt gtg 1159 
Asp Ser Asp Asn Ser Ala lie Tyr Val Gin Gly Leu Asn Asp Ser Val 
360 365 370 

act eta gat gat ctg gca gac ttc ttt aag cag tgt ggg gtt gtt aag 1207 
15 Thr Leu Asp Asp Leu Ala Asp Phe Phe Lys Gin Cys Gly Val Val Lys 
375 380 385 

atg aac aag aga act ggg caa ccc atg ate cac ate tac ctg gac aag 125 5 
Met Asn Lys Arg Thr Gly Gin Pro Met lie His lie Tyr Leu Asp Lys 
\20 390 395 400 

gaa aca gga aag ccc aaa ggc gat gee aca gtg tec tat gaa gac cca 1303 
Glu Thr Gly Lys Pro Lys Gly Asp Ala Thr Val Ser Tyr Glu Asp Pro 
405 410 415 420 

25 

ccc act gee aag get gee gtg gaa tgg ttt gat ggg aaa gat ttt caa 1351 
Pro Thr Ala Lys Ala Ala Val Glu Trp Phe Asp Gly Lys Asp Phe Gin 
425 430 435 

30 ggg age aaa ctt aaa gtc tec ctt get egg aag aag cct cca atg aac 1399 
Gly Ser Lys Leu Lys Val Ser Leu Ala Arg Lys Lys Pro Pro Met Asn 
440 445 450 

agt atg egg ggt ggt ctg cca ccc cgt gag ggc aga ggc atg cca cca 144 7 
35 Ser Met Arg Gly Gly Leu Pro Pro Arg Glu Gly Arg Gly Met Pro Pro 
455 460 465 

cca etc cgt gga ggt cca gga ggc cca gga ggt cct ggg gga ccc atg 14 9 5 

^0 Pro Leu Arg Gly Gly Pro Gly Gly Pro Gly Gly Pro Gly Gly Pro Met 
470 475 480 

ggt cgc atg gga ggc cgt gga gga gat aga gga ggc ttc cct cca aga 154 3 
Gly Arg Met Gly Gly Arg Gly Gly Asp Arg Gly Gly Phe Pro Pro Arg 
45 485 490 495 500 

gga ccc egg ggt tec cga ggg aac ccc tct gga gga gga aac gtc cag 1591 

Gly Pro Arg Gly Ser Arg Gly Asn Pro Ser Gly Gly Gly Asn Val Gin 

505 510 515 

50 

cac cga get gga gac tgg cag tgt ccc aat ccg ggt tgt gga aac cag 163 9 

His Arg Ala Gly Asp Trp Gin Cys Pro Asn Pro Gly Cys Gly Asn Gin 
520 525 530 

55 aac ttc gee tgg aga aca gag tgc aac cag tgt aag gee cca aag cct 1687 
Asn Phe Ala Trp Arg Thr Glu Cys Asn Gin Cys Lys Ala Pro Lys Pro 
535 540 545 
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gaa ggc ttc etc ccg cca ccc ttt ccg ccc ccg ggt ggt gat cgt ggc 173 5 
Glu Gly Phe Leu Pro Pro Pro Phe Pro Pro Pro Gly Gly Asp Arg Gly 
550 555 560 

5 

a ga ggt ggc cct ggt ggc atg egg gga gga aga ggt ggc etc atg gat 178 3 
Arg Gly Gly Pro Gly Gly Met Arg Gly Gly Arg Gly Gly Leu Met Asp 
565 570 575 580 

10 cgt ggt ggt ccc ggt gga atg ttc aga ggt ggc cgt ggt gga gac aga 1831 
Arg Gly Gly Pro Gly Gly Met Phe Arg Gly Gly Arg Gly Gly Asp Arg 
585 590 595 

ggt ggc ttc cgt ggt ggc egg ggc atg gac cga ggt ggc ttt ggt gga 187 9 
15 Gly Gly Phe Arg Gly Gly Arg Gly Met Asp Arg Gly Gly Phe Gly Gly 
600 605 610 

gga aga cga ggt ggc cct ggg ggg ccc cct gga cct ttg atg gaa cag 192 7 
Gly Arg Arg Gly Gly Pro Gly Gly Pro Pro Gly Pro Leu Met Glu Gin 
fc ,20 615 620 625 

v atg gga gga aga aga gga gga cgt gga gga cct gga aaa atg gat aaa 197 5 
"Met Gly Gly Arg Arg Gly Gly Arg Gly Gly Pro Gly Lys Met Asp Lys 
630 635 640 

25 

ggc gag cac cgt cag gag cgc aga gat egg ccc tac tagatgcaga 2021 
Gly Glu His Arg Gin Glu Arg Arg Asp Arg Pro Tyr 
645 650 655 

30gaccccgcag agetgeattg actaccagat ttatttttta aaccagaaaa tgttttaaat 2081 

ttataattcc atatttataa tgttggccac aacattatga ttattccttg tctgtacttt 2141 

agtatttttc accatttgtg aagaaacatt aaaacaagtt aaatggtagt gtgcggagtt 2201 

35 

tttttttctt ccttctttta aaaatggttg tttaagactt taacaatggg aaccccttgt 2261 

gagcatgetc agtatcattg tggagaacca agagggcetc ttaactgtaa caatgttcat 2321 

^0 ggttgtgatg tttttttttt ttttttaaaa taaaattcca aatgtttaat aaaaaaaaaa 2381 

aaaaaaaaa 23 9 0 



45 <210> 2 
<211> 656 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
50 <400> 2 

Met Ala Ser Thr Asp Tyr Ser Thr Tyr Ser Gin Ala Ala Ala Gin Gin 
1 5 10 15 



Gly Tyr Ser Ala Tyr Thr Ala Gin Pro Thr Gin Gly Tyr Ala Gin Thr 
55 20 25 30 
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Thr Gin Ala Tyr Gly Gin Gin Ser Tyr Gly Thr Tyr Gly Gin Pro Thr 
35 40 45 

Asp Val Ser Tyr Thr Gin Ala Gin Thr Thr Ala Thr Tyr Gly Gin Thr 
5 50 55 60 

Ala Tyr Ala Thr Ser Tyr Gly Gin Pro Pro Thr Gly Tyr Thr Thr Pro 
65 70 75 80 

10 Thr Ala Pro Gin Ala Tyr Ser Gin Pro Val Gin Gly Tyr Gly Thr Gly 

85 90 95 

Ala Tyr Asp Thr Thr Thr Ala Thr Val Thr Thr Thr Gin Ala Ser Tyr 
100 105 110 

15 

Ala Ala Gin Ser Ala Tyr Gly Thr Gin Pro Ala Tyr Pro Ala Tyr Gly 
115 120 125 

Gin Gin Pro Ala Ala Thr Ala Pro Thr Arg Pro Gin Asp Gly Asn Lys 
^0 130 135 140 

' Pro Thr Glu Thr Ser Gin Pro Gin Ser Ser Thr Gly Gly Tyr Asn Gin 
145 150 155 160 

25 Pro Ser Leu Gly Tyr Gly Gin Ser Asn Tyr Ser Tyr Pro Gin Val Pro 

165 170 175 

Gly Ser Tyr Pro Met Gin Pro Val Thr Ala Pro Pro Ser Tyr Pro Pro 
180 185 190 

30 

Thr Ser Tyr Ser Ser Thr Gin Pro Thr Ser Tyr Asp Gin Ser Ser Tyr 
195 200 205 

Ser Gin Gin Asn Thr Tyr Gly Gin Pro Ser Ser Tyr Gly Gin Gin Ser 
35 210 215 220 

Ser Tyr Gly Gin Gin Ser Ser Tyr Gly Gin Gin Pro Pro Thr Ser Tyr 
225 230 235 240 

^feo Pro Pro Gin Thr Gly Ser Tyr Ser Gin Ala Pro Ser Gin Tyr Ser Gin 

245 250 255 

Gin Ser Ser Ser Tyr Gly Gin Gin Ser Ser Phe Arg Gin Asp His Pro 
260 265 270 

45 

Ser Ser Met Gly Val Tyr Gly Gin Glu Ser Gly Gly Phe Ser Gly Pro 
275 280 285 

Gly Glu Asn Arg Ser Met Ser Gly Pro Asp Asn Arg Gly Arg Gly Arg 
50 2 90 2 95 3 00 

Gly Gly Phe Asp Arg Gly Gly Met Ser Arg Gly Gly Arg Gly Gly Gly 
305 310 315 320 



55 Arg Gly Gly Met Gly Ser Ala Gly Glu Arg Gly Gly Phe Asn Lys Pro 

325 330 335 
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Gly Gly Pro Met 
340 

Asp Pro Asp Glu 
5 355 

Asn Asp Ser Val 
370 

10 Gly Val Val Lys 
385 

Tyr Leu Asp Lys 

15 

Tyr Glu Asp Pro 
420 



Asp Glu Gly Pro 



Asp Ser Asp Asn 
360 

Thr Leu Asp Asp 

375 

Met Asn Lys Arg 
390 

Glu Thr Gly Lys 
405 

Pro Thr Ala Lys 



Asp Leu Asp Leu 
345 

Ser Ala lie Tyr 



Leu Ala Asp Phe 
380 

Thr Gly Gin Pro 
395 

Pro Lys Gly Asp 
410 

Ala Ala Val Glu 
425 



Gly Pro Pro Val 
350 

Val Gin Gly Leu 
365 

Phe Lys Gin Cys 



Met lie His lie 
400 

Ala Thr Val Ser 
415 

Trp Phe Asp Gly 
430 



y ^20 Lys Asp Phe Gin Gly Ser Lys Leu Lys Val Ser Leu Ala Arg Lys Lys 
M? 435 440 445 

Pro Pro Met Asn Ser Met Arg Gly Gly Leu Pro Pro Arg Glu Gly Arg 
450 455 460 

25 

Gly Met Pro Pro Pro Leu Arg Gly Gly Pro Gly Gly Pro Gly Gly Pro 
465 470 475 480 

Gly Gly Pro Met Gly Arg Met Gly Gly Arg Gly Gly Asp Arg Gly Gly 
30 485 490 495 

Phe Pro Pro Arg Gly Pro Arg Gly Ser Arg Gly Asn Pro Ser Gly Gly 
500 505 510 

35 Gly Asn Val Gin His Arg Ala Gly Asp Trp Gin Cys Pro Asn Pro Gly 
515 520 525 

/ Cys Gly Asn Gin Asn Phe Ala Trp Arg Thr Glu Cys Asn Gin Cys Lys 
^ 530 535 540 

wp 

Ala Pro Lys Pro Glu Gly Phe Leu Pro Pro Pro Phe Pro Pro Pro Gly 
545 550 555 560 

Gly Asp Arg Gly Arg Gly Gly Pro Gly Gly Met Arg Gly Gly Arg Gly 
45 565 570 575 

Gly Leu Met Asp Arg Gly Gly Pro Gly Gly Met Phe Arg Gly Gly Arg 
580 585 590 

50 Gly Gly Asp Arg Gly Gly Phe Arg Gly Gly Arg Gly Met Asp Arg Gly 
595 600 605 

Gly Phe Gly Gly Gly Arg Arg Gly Gly Pro Gly Gly Pro Pro Gly Pro 
610 615 620 

55 

Leu Met Glu Gin Met Gly Gly Arg Arg Gly Gly Arg Gly Gly Pro Gly 
625 630 635 640 
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Lys Met Asp Lys Gly Glu His Arg Gin Glu Arg Arg Asp Arg Pro Tyr 
645 650 655 

5 

<210> 3 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> synthetisch 

10 

<220> Primer 
<400> 3 

gattacgcta gcttgggtgg 2 0 

15 

<210> 4 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> synthetisch 

\i20 

vm y <220> Primer 
<400> 4 

gttgaagtga acttggcggg g 21 

25 

<210> 5 

<211> 27 

<212> DNA 

<2 13 > synthet isch 

30 

<220> Primer 
<400> 5 

gggtcgacgg acgttgagag aacgagg 2 7 

35 

<210> 6 
<211> 33 
<212> DNA 
O <213> synthetisch 

<220> Primer 
<400> 6 

gggaattctg cggggtctct gcatctagta ggg 6 9 

45 

<210> 7 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> synthetisch 

50 

<220> Primer 
<400> 7 

gcttgggtgg tcatatgg 17 
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Patentansprtiche 



) 1. Verfahren zur Bestimmung des hormonellen Effektes von Substanzen mit den 

Schritten 



a. Kontaktieren von EWS Protein oder einem Derivat davon mit NR Oder einem 
Derivat davon und einer Testsubstanz, und 

b. Bestimmung des Einflusses der Testsubstanz auf die Bindung von EWS 
Protein oder dessen Derivat und NR oder dessen Derivat, oder 

20 c. Bestimmung des Einflusses der Testsubstanz auf die Liganden-induzierte 

Aktivitat des nuklearen Rezeptors. 



25 



2. Verfahren gemaft Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein Schritt 
im zellularen System ablauft 



3. Verfahren gemali Anspruch 2 mit den folgenden Schritten: 

a. Zellen, die EWS Protein oder Derivat davon und NR oder ein Derivat davon 
exprimieren, werden der zu testenden Substanz ausgesetzt, 

b. Bestimmung des Einflusses der Substanz auf die Interaktion zwischen dem 
30 Rezeptor oder dessen Fragment und EWS Protein oder Derivat durch Mes- 

sung der Protein-Protein-lnteraktion oder der Protein-Protein-DNA Interakti- 
on. 



4. Verfahren gemaE Anspruch 2 mit den folgenden Schritten: 
35 a. Zellen, die EWS Protein oder Derivat davon und NR oder ein Derivat davon 

exprimieren und mit einem Reportergenkonstrukt transfiziert sind, werden 
dem Liganden des NR und der zu testenden Substanz ausgesetzt, 
b. Bestimmung der Transkriptionsaktivitat des NR durch Messung der Repor- 
tergenaktivitat und 



22 



c. Vergleich mit der Transkriptionsaktivitat bei Durchfuhrung der Schritte a und 
b in Abwesenheit der zu testenden Substanz. 

5. Verfahren gemafc Anspruch 3 Oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen eu- 
5 karyontische Zellen, vorzugsweise Prostatazellen, Nervenzellen, Gliazellen, Fibro- 

blasten, Blutzellen, Osteoblasten, Osteoklasten, Hepatozyten, Epithelzellen oder 
Muskelzellen sind. 

6. Verwendung von EWS Protein oder einen Derivat davon, das die Funktion aufweist, 
10 die Aktivitat mindestens eines NR zu modulieren, zur Identifizierung und Charakteri- 

sierung von Substanzen, die die Aktivitat von NR beeinflussen. 

7. Verfahren gemafc einem der Anspruche 1 bis 4 oder Verwendung gemafc Anspruch 
: y } h 6, dadurch gekennzeichnet, dass das EWS-Derivat ein durch Aminosaure-Deletion, 

fife Substitution, Insertion, Inversion, Addition oder Austausch entstandes Derivat des 

von der Nukleinsaurensequenz gemafi Seq. ID No.1 kodierten Polypeptids umfasst. 

8. Verwendung einer far EWS oder ftir ein EWS-Derivat kodierenden Nukleinsaure zur 
Identifizierung und Charakterisierung von Substanzen, die die Aktivitat von NR be- 

20 einflussen. 

9. Verwendung gemaft Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsaure 
mindestens 70% Homologie zu Seq. ID. No. 1 oder zum Sequenzbereich 8 bis 2032 
oder dem Sequenzbereich 1000 bis 201 1 der Seq. ID. No. 1 aufweist. 
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10. Verwendung gemafi einem der Anspruche 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Nukleinsaure in die Expressionskassette eines Expressionsvektors kloniert ist. 



# 

1 1 . Verfahren gemafi einem der AnsprGche 1 bis 4, oder Verwendung gemafi einem der 
30 Anspruche 6 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass der NR ein Androgenrezeptor, 

Estrogenrezeptor, Progesteronrezeptor, Glukokortikoidrezeptor, Mineralokortikoidre- 
zeptor, SchilddrOsenhormonrezeptor, Vitamin-D-Rezeptor, Peroxisomproliferator- 
aktivierter Rezeptor, Retinsaurerezeptor, Retinoid-X-Rezeptor oder ein Orphan- 
Rezeptor und vorzugsweise ein Androgenrezeptor ist. 

35 

12. Verwendung einer Nukleinsaure mit mindestens 70% Homologie zu Seq. ID No.1, 
zum Sequenzbereich 8 bis 2032 oder 1000 bis 2011 der Seq. ID No.1 oder eines 
Antikorpers, welcher gegen ein durch eine dieser Nukleinsauren kodiertes Protein 
gerichtet ist, zur Diagnose von Erkrankungen, welche mit einer Dysfunktion einer 

40 NR-Aktivitat, vorzugsweise der Androgenrezeptor Aktivitat einhergehen. 
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13. Verwendung einer der Nukleinsauren gemafc Anspruch 12, eines Proteins, welches 
durch eine solche Nukleinsaure kodiert wird, oder einer gegen eine solche Nuklein- 
saure gerichtete Antisense-Nukleinsaure zur Therapie von durch die Dysfunktion der 
NR-Aktivitat bedingten Erkrankungen. 

14. Verfahren zur Bestimmung von Storungen im Co-Modulationsmechanismus zwi- 
schen einem Androgenrezeptor und EWS, wobei die zellularen Konzentrationen 
und/oder Gewebskonzentration von Androgenrezeptor und EWS gemessen werden. 



15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Konzentrationsmessung durch Radioimmun- 
assay, ELISA, Immunfarbung, RT-PCR, Western-Blot oder Northern-Blot erfolgt. 
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Abb. 3 3/8 

1 agagggagac ggacgttgag agaacgagga ggaaggagag aaaATGGCGT CCACGGATTA 

MA S T D 

>>» 

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >>>»exon X >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>>> 

61 CAGTACCTAT AGCCAAGCTG CAGCGCAGCA GGGCTACAGT GCTTACACCG CCCAGCCCAC 
Y S T Y SQA A A Q Q G Y S AYT A Q P 

»»»»»»»exon 2>>>>>>>>>>>>>>>> 

>>>>>>>>>>> >exon 3>>>>>>>>>>> 



121 TCAAGGATAT GCACAGACCA CCCAGGCATA TGGGCAACAA AGCTATGGAA CCTATGGACA 
TQGY AQT TQA YGQQ SY-G TYG 

»»»»»»»»exon 4>>>>>>>>>>>>>>>> 

»»»»»exon 3>>>>>>>>>>> 



181 GCCCACTGAT GTCAGCTATA CCCAGGCTCA GACCACTGCA ACCTATGGGC AGACCGCCTA 
QPTD VSY TQA QTTA TYG QTA 

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >>»>>exori 4 >>>>>^>>> >>>>>>>>>>>> >>>>>>>>> 

241 TGCAACTTCT TATGGACAGC. CTCCCACTGG TTATACTACT CCAACTGCCC CCCAGGCATA 
YAT S YGQ P P T GYTT PTA P Q A 

»»»»»»»exon 5>>>>>>>>>>>>>> 

»»»»»»exon 4>>>>>>>>>>>>> 



301 CAGCCAGCCT GTCCAGGGGT ATGGCACTGG TGCTTATGAT ACCACCACTG CTACAGTCAC 
YSQP VQG YGT GAYD T. TT A T V 

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> »»»>exon S>>>>>>> >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 

3 61 CACCACCCAG GCCTCCTATG CAGCTCAGTC TGCATATGGC ACTCAGCCTG CTTATCCAGC 
TT TQ ASY A A Q SAYG T .QP AYP 
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> »»»exon 5 >>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>>>>>> 



421 CTATGGGCAG CAGCCAGCAG CCACTGCACC TACAAGACCG CAGGATGGAA ACAAGCCCAC 
AYGQ QPA ATA PTRP QDG NKP 

>>>>>>>>>>exon S»>»>»>> 

>>»>»>»»»»exon 5>>>>>>>>>:>>>>>>>> 

481 TGAGACTAGT CAACCTCAAT CTAGCACAGG GGGTTACAAC CAGCCCAGCC "TAGGATATGG 
TETS QP Q S S T G G Y N QPS LGY 

»>»>»»»>>»»»»»»»>exori 6 >>>>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>>>>>>> 



S41 ACAGAGTAAC TACAGTTATC CCCAGGTACC TGGGAGCTAC CCCATGCAGC CAGTCACTGC 
GQSN YSY PQV PGSY PMQ PVT 

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >»>»»>exon 6>> >>>>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>>>>> 
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601 ACCTCCATCC TACCCTCCTA CCAGCTATTC CTCTACACAG CCGACTAGTT ATGATCAGAG 
APPS YPP T S ; Y S S T Q PTS YDQ 

>>»»»>»»»»exon 7 >>>>>>> >>>>>>>>> 

»»»»>exon 6>>>>>>>>>>> 



661 CAGTTACTCT CAGCAGAACA CCTATC3GGCA ACCGAGCAGC TATGGACAGC AGAGTAGCTA 
S S Y S QQN TYG QPSS YGQ QSS 
»»»»»»»»»»»» >>>>> exon 7»>>»»>»>»»» >>>>>>>>>>>> 



721 TGGTCAACAA AGCAGCTATG GGCAGCAGCC TCCCACTAGT TACCCACCCC AAACTGGATC 
YGQQ SSY GQQ P PTS YPP QTG 

»»»»»»»»»»»»» >>>e xon 7>>>>»>>»»»> >>>> » > »» >>>> 



781 CTACAGCCAA GCTCCAAGTC AATATAGCCA ACAGAGCAGC AGCTACGGGC AGCAGAGTTC 
SYSQ APS QYS Q S S SYG QQS_ 

>>>> 

»»>»»»»»»>»» >>>>>exon 7 >>>>>>>»>>>>>>»»>>»>>>>> 

341 ATTCCGAC AG GACCACCCCA GTAGCATGGG TGTTTATGGG CAGGAGTCTG GAGGATTTTC 
§ FRQ PHP S SM GVYG QES GGF 

»»»»»»»»»»» >>>>>>>exon 8 >>>>>>>>>»>>>>>> >>>>>>>>>>>>> 

901 CGGACCAG GA GAGAACCGGA GCATGAGTGG CCCTGATAAC OGGGGCAGGG GAAGAGGGGG 
.§ 5 PG ENR SMS G P D M RGR GRG 

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> »»»»exon 8 >>>>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>>>>>>> 

961 ATTTGATCGT GGAGGCATGA GCAGAGGTGG GCGGGGAGGA GGACGCGGTG GAATGGGCAG 
5 FDR GGM SRG GR GG GRG GM G 

>>> 

»»»»»»»»»»»» >>>exori a >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 



1021 CGCTGGAGA G CGAGGTGGCT TCAATAAGCC TGGTGGA CCC ATGGATGAAG GACCAGATCT 
§ AGE RGG FNK PGG P M D E G P D 

»>»>»»>exon 10>>>>>>>>> 

>»»»»»»»exon 9>>>>>>>>>>>>>>>>> 



1081 TGATCTAGGC CCACCTGTAG ATCCAGATGA AGACTCTGAC AACAGTGCAA TTTATGTACA 
LDLG PPV DPD EDSD NSA IYV 

»»»»»»»»»»» >>>e xon 11 >>>>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>> 

>>>>>>>> 



1141 AGGATTAAAT GACAGTGTGA CTCTAGATGA TCTGGCAGAC TTCTTTAAGC AGTGTGGGGT 
QGLN DSV TLD DLAD F F K QC G 

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >exon 11»»»»»>»» >> »» >»>>>» 
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1201 TGTTAAGATG AACAAGAGAA CTGGGCAACC CATGATCCAC ATCTACCTGG ACAAGGAAAC 
VVKM NKR TGQ PMIH I Y L DKE 

>>>>>>>> »»»»»» ! »»>>exon 12 >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 

>>>>>>> 



1261 AGGAAAGCCC AAAGGCGATG CCACAGTGTC CTATGAAGAC CCACCCACTG CCAAGGCTGC 
TGKP KGD ATV SYED PPT AKA 

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> »»»exon 12>>>>> >>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>>> 

1321 CGTGGAATGG TTTGATGGGA AAGATTTTCA AGGGAGCAAA CTTAAAGTCT CCCTTGCTCG 
A V E W FDG KDF QGSK IiKV SLA 

>>>>>>>>>>>>>>>>> >>>exon 13 >>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 

>»»exon 12>>>>» 



1381 GAAGAAGCCT CCAATGAACA GTATGCGGGG TGGTCTGCCA CCCCGTGAGG GCAGAGGCAT 
RKKP PMN SMR & G^L P PRE G R G 

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> »»»exori 13 >>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>>>>>>>> 

1441 GCCACCACCA CTCCGTGGAG GTCCAGGAGG CCCAGGAGGT CCTGGGGGAC CCATGGGTCG 
MPPP LRG GPG GPG G PGG PMG 

>»»>>»»>»»»exon 14>>>>>>>>>>>>>>>>>> 

»»>>exon 13>>>>>>>> 



1501 CATGGGAGGC CGTGGAGGAG ATAGAGGAGG CTTCCCTCCA AGAGGACCCC GGGGTTCCCG 
RMGG RGG DRG GFPP RGP RGS 

»»»»»»»»>»»»»»»exon 14>>> >>>>>>>>>>>>>> >>>>>>>>>>>> 



1561 AGGGAACCCC TCTGGAGGAG GAAACGTCCA GCACCGAGCT GGAGACTGGC AGTGTCCCAA 
RGNP SG G GNV QH RA GDW QCP 

»>>»»»»»»»»>»»»»exon 14> >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>>> 



1621 TCCGGGTTGT GGAAACCAGA ACTTCGCCTG GAGAACAGAG TGCAACCAGT GTAAGGCCCC 
N PGC GNQ NFA WRTE CNQ CK A 

»»»»»»>»exoti 15b> >>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>>> 
»»»»»»»»»>»>»»»exon 15 >>>>>>>>>>>>>>> >>>>>>>>>>>> 

>>> 



\ 

~V > 

1681 Q^GC<^GAA „?5?5r^S?5r*?v?: _TOC^CCOCC!G GGTGGTGATC GTGGCAGAGG 

P K P E G F L P P P P.....?... ?P GGD RGR 

»»»>exon 16>>>>>> 

>»»»»»>»»»exon 15>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 
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1741 TGGCCCTGGT GGCATGCGGG GAGGAAGAGG TGGCCTCATG GATCGTGGTG GTCCCGGTGG 
GGPG G M R G GR G G I* M DRG GPG 

>»>»»»»»»»»»»»»>exon 16>>>>>>> >>>>>>>>>>>>> >>>>>>>>> 

18 01 AATGTTCAGA GGTGGCCGTG GTGGAGACAG AGGTGGCTTC CGTGGTGGCC GGGGCATGGA 
GMFR GGR G GD RGGF RGG R GM 

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >exon 16 >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>> 

1861 CCGAGGTGGC TTTGGTGGAG GAAGACGAGG TGGCCCTGGG GGGCCCCCTG GACCTTTGAT 
DRGG FGG G RR GGPG GPP GPL 

»»»»»»»»»»»»»»>exon 16>>>>>>>> >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 



1921 GGAACAGATG GGAGGAAGAA GAGGAGGACG TGGAGGACCT GGAAAAATGG ATAAAGGCGA 
MEQM GGR R GG RGGP GKM DKG 

>>>>>> 

»»»»»»»»»»»»>exon 16> >>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>> 

1981 GCACCGTCAG GAGCGCAGAG ATCGGGCCSTA Ctagatgcag agaccccgca gagctgcatt 
EHRQ ERR D R P % s top 

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >»»>exon 17> >>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>>>> 

2041 gactaccaga tttatttttt aaaccagaaa atgttttaaa tttataattc catatttata 
»»»»»»»»»»»»»»>exon 17>> >>>>>>>>>>>>>> >>>>>>>>>>>>> 

2101 atgttggcca caacattatg attattcctt gtctgtactt tagtattttt caccatttgt 
»»»»>»>»»»>>>»»»»exon 17> >>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>>>> 

2161 gaagaaacat taaaacaagt taaatggtag tgtgcggagt ttttttttct tccttctttt 
>>>>>>>>>>>>>>>>>>> »»»»»exon 17>>>>>>>>>>>>>>>> >>>>>> >>>>>>> 

2221 aaaaatggtt gtttaagact ttaacaatgg gaaccccttg tgagcatgct cagtatcatt 
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> »»»»exon 17>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 



2281 gtggagaacc aagagggcct cttaactgta acaatgttca tggttgtgat gttttttttt 
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> »»>»exon 17>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 



2341 



tttttttaaa ataaaattcc aaatgtttaa taaaaaaaaa aaaaaaaaaa 
»»»>»»»exon 17>>>>>>>>>>>>>> \ 




Abbildung 4: Co-Aktivierung des AR-Signals in SH-SY5Y-Zellen. 
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Zusammenfassunq 



Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Bestimmung des hormonellen Effektes 
! ; D von Substanzen mit den Schritten a) Kontaktieren von EWS (Ewing Sarkom Protein) 

Oder einem EWS Derivat davon mit einem nuklearen Rezeptor (NR) oder einem Derivat 
davon und einer Testsubstanz, und b) Bestimmung des Einflusses der Testsubstanz auf 
die Bindung von EWS Protein oder dessen Derivat und NR oder dessen Derivat oder c) 
Bestimmung des Einflusses der Testsubstanz auf die Liganden-induzierte Aktivitat des 
20 NR. Die Erfindung betrifft femer ein Verfahren zur Bestimmung von Storungen im Co- 

Modulationsmechanismus zwischen einem Androgenrezeptor und EWS, welche die 
Messung der zeliularen Konzentrationen von Androgenrezeptor und EWS umfasst, so- 
wie die Verwendung von EWS oder Derivaten zur Identifizierung und Charakterisierung 
von Substanzen, die sich auf die Aktivitat von NR auswirken. 
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